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論文内容要旨
研究目的
 免疫抑制剤無しで移植を成立させる免疫学的寛容の誘導は移植における究極の目標である。本
 実験は,末梢の記憶丁リンパ球を抗リンパ球抗体投与で排除した後に胸腺支質培養細胞をアロ
 胸腺内に移植するという独創的な方法を用い,自己寛容成立と同様の機序すなわちドナーアロ抗
 原に反応する丁細胞クローンが消去され,ドナー特異的な免疫学的寛容を誘導可能かの検討を
 行った。
研究方法
 [実験動物]MHCの異なるBALB/c(H-2d),C3H/He(H-2h),C57BL/6(H-2b)および
 A/J(H-2“)マウスを使用した。[胸腺内移入細胞]BALB/cマウスより樹立された胸腺上皮細
 胞株,胸腺ナース細胞株および角質細胞の培養株を胸腺内移入に用いた。単独移入の場合は2×
 105個を,胸腺上皮および胸腺ナース細胞同時移入の場合は各々1×105個をレシピエントマウ
 スの胸腺古葉に植え込んだ。[膵ラ島移植]移植前8,5および3日に抗リンパ球抗体0.5m1を
 腹腔内投与し,移植前7日に胸腺内細胞移入を行った。糖尿病モデルはStreptozotocin一回投
 与により作成し,血糖が400mg/dlを越えたものを実験に供した。膵ラ島はレシピエント1匹あ
 たり300-400個を腎皮膜下に移植した。200mg/dユ以上が2回連続した場合を機能不全と判定し
 た。[皮膚移植]皮膚移植片はドナーの尾部より5×5mm全層で採取し,レシピエントの尾部に
 移植した。移植片生着の判定は肉眼的観察結果により行い,移植片の発赤の出現,体毛および皮
 紋の消失,壊死をもって拒絶と判断した。[丁細胞の解析]ラ島移植で長期生着したレシピエン
 トにおいて,ドナー抗原反応性丁細胞クローン消去の有無を調べる為末梢リンパ節内のリンパ
 球サブセットおよび丁細胞抗原レセプターVβfamnyを検討した。
研究結果
 [ラ島移植](1)C3HIHeレシピエントにおけるBALB/cラ島移植に対する胸腺上皮および
 胸腺ナース細胞胸腺内同時移入の効果。胸腺内移入及びALS投与群で200日以上の生着が得ら
 れ経過観察中に拒絶は認められなかった。ALS投与のみの移植片生着は,無処置群に比して有
 意に延長したが移植片は拒絶された。胸腺内移入のみ及び胸腺周囲や腹腔内の胸腺外移入では生
 着延長効果は認められなかった。病理組織学的検討において,胸腺内移入及びALS投与群では
 移植後279日においてもインシュリン顆粒が良く保たれていた。レシピエントをC57BL/6とし
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 た場合でも,同様の結果が得られた。(2)C3HIHeレシピエントにおけるBALB/cラ島移植に
 対する胸腺上皮,胸腺ナース,角質細胞胸腺内単独移入の効果。胸腺上皮細胞単独の胸腺内移入
 でラ島移植片の長期生着例が60%認められた。胸腺ナース細胞単独および角質細胞単独の胸腺
 内移入では長期生着は得られなかった。(3)c3HIHeレシピエントにおけるAIJラ島移植に対
 する胸腺上皮および胸腺ナース細胞胸腺内同時移入の効果。ラ島移植におけるサードパーティー
 ドナーとしてA/」マウスを用いた。胸腺内移入およびALS投与で平均生着日数は46.3日
 (n=3)であった。[ラ島移植後の皮膚移植]C3H/HeレシピエントにおけるBALB/cラ鳥移植
 で長期生着したレシピエントに新たな処置を付加することなく同系ドナーの皮膚を移植した。50
 日以上の生着が得られた。[皮膚単独移植](1)C3HIHeレシピエントにおけるBALB/c皮膚移
 植に対する胸腺上皮および胸腺ナース細胞胸腺内同時移入の効果。移植片生着は無処置に比して,
 ALS投与のみで約5日延長した。胸腺内移入およびALS投与では100日を越す生着が得られた。
 しかし,移植片は長期生着後に拒絶された。(2)C3HIHeレシピエントにおけるC57BL/6皮膚
 移植に対する胸腺上皮および胸腺ナース細胞胸腺内同時移入の効果。皮膚移植におけるサードパー
 ティードナーとしてC57BL/6マウスを用いた。移植片生着はALS投与のみに比して,胸腺内移
 入およびALS投与で約5日延長した。[胸腺キメラの成立]ラ島移植で長期生着したレシピエン
 トの胸腺を移植後279日に摘出しBALB/cのMHCclassI抗原H2Kdに対するモノクローナ
 ル抗体で染色した。陽性細胞が確認されアロ胸腺内にMHCの異なる細胞が長期間留まり胸腺キ
 メラが成立した。[丁細胞の解析](1)C3HIHeレシピエントにおけるBALB/cラ島移植で長期
 生着したレシピエントの末梢リンパ節内丁細胞のサブセットの解析。ラ島移植で長期生着した
 レシピエントの末梢リンパ節を摘出し,全リンパ球に対するCD4又はCD8の比率を調べた。同
 週令の無処置C3HIHeと比較して有意差は認められなかった。(2)C3H/Heレシピエントにおけ
 るBALB/cラ島移植で長期生着したレシピエントの末梢リンパ節内丁細胞抗原レセプターVβ
 陽性細胞の解析。ラ島移植で長期生着したレシピエントの末梢リンパ節を摘出し,全リンパ球に
 対するVβ陽性細胞の比率を調べた。同週令の無処置C3H/Heと比較して有意差は認められな
 かった。
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 審査結果の要旨
 免疫反応をコントロールし免疫抑制剤無しで移植を成立させる免疫学的寛容の誘導は移植にお
 ける究極の目標である。骨髄で生まれたTリンパ球の前駆細胞は胸腺に移入してきて胸腺支質
 細胞と接触し,免疫担当細胞として必要な性質や機能すなわち丁細胞抗原レセプターの発現,
 MHC拘束性や自己寛容性などを獲得すると考えられている。これらの現象に係る胸腺支質細胞
 や機構については未だ解明されていない。本実験は,末梢の記憶丁リンパ球を抗リンパ球抗体
 投与で排除した後に胸腺支質培養細胞をアロ胸腺内に移植するという独創的な方法を用い,自己
 寛容成立と同様の機序すなわちドナーアロ抗原に反応する丁細胞クローンが消去され,ドナー
 特異的な免疫学的寛容を誘導可能かの検討を行っている。
 近交系マウスを用い,'胸腺より樹立した胸腺上皮および胸腺ナース細胞培養株をアロ胸腺内移
 入後に膵ラ島移植を行い,移植片永久生着と胸腺キメラの成立を証明している。また上皮,ナー
 ス細胞株,胸腺支質細胞外上皮の角質細胞株を各々単独で胸腺内移入し,胸腺上皮単独移入群に
 おいて永久生着することを証明し,本実験における寛容誘導は胸腺上皮細胞が担っていることを
 明らかにしている。さらに,胸腺支質細胞を胸腺以外に植え込んだ場合には免疫学的寛容は成立
 しないことを見出し,本実験における免疫学的寛容の成立には胸腺という閉鎖された場が必要で
 あることを明らかにしている。強い拒絶反応を引き起こす皮膚移植においても同様に免疫学的寛
 容の成立を,そしてこの結果が胸腺支質細胞を提供したドナーに特異的であることを証明してい
 る。組織学的検討においても胸腺上皮移入群では移植片へのリンパ球浸潤がなく,拒絶反応がな
 いことを,胸腺上皮非移入群ではリンパ球浸潤が起こることを明らかにしている。更に,これら
 の寛容誘導をもたらす背景として,末梢リンパ節内のVβ陽性丁リンパ球を調べ,同週令の無
 処置群と比較検討している。以上より,胸腺支質細胞のアロ胸腺内移入によって免疫抑制操作を
 することなくドナー特異的な免疫学的寛容が誘導され,この寛容誘導は胸腺上皮が担っていると
 の結論を導いている。
 本研究で得られた成果は詳細な解析結果に基づくものであり,ドナー特異的寛容という臓器移
 植の臨床への新しい展望をもたらすと共に,この実験モデルはクローン細胞を用いているためア
 ロ抗原の解析,リンパ球反応性などのinvitro実験も容易でかっ再現性のある解析が可能であ
 る。また,移植片の長期生着かっドナー特異性が再現性よく得られ,胸腺内で消去される丁細
 胞抗原レセプター,Vβfamilyの有無,それに関与するアロ抗原の解析が可能である。さらに,
 免疫寛容の機構が丁細胞クローンの消去または無反応によるものか,あるいは別の機序による
 ものなのかを解明する糸口を与えるものである。よって本研究成果は十分に学位に値するもので
 ある。
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